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研究成果の概要： 

生理的口臭患者における口臭生成機序解明のため，まず，その背景となる生活環境要因に着目

して統計解析を行った。徳島大学病院口臭外来を受診し，口臭検査を実施した18-59歳の244名を

対象に，生活習慣や舌苔沈着量と口臭との関連性を調べた結果，舌苔沈着量は口臭の存在と統計

学的に有意な関連性を示した。一方，中等度以上の舌苔沈着の認められる患者で，自分の舌苔の

存在を認識している者は半数以下であり，舌苔を認識していても舌清掃を行っていない者が40%
以上存在した。喫煙習慣との関連性では，喫煙者の口臭外来を受診する割合は全国調査値の喫煙

者割合の半数以下であり，喫煙者は自分の口臭が認識できていない可能性が示唆された。また，

真性口臭症患者では喫煙経験（ブリンクマン指数）が舌苔形成と有意な関連性を示すことが明ら

かとなった。 
生理的口臭を含む真性口臭症患者(18名)から得られた唾液検体を用いて，シスタチンCの存在

をWestern immunoblotting法にて，半定量的に測定した。それらの結果を用いて，リアルタイム

PCRによる唾液および舌苔中の総菌数，Porphyromonas gingivalis (P.g.)およびFusobacterium 
nucleatum (F.n.)の菌数測定結果や他の口臭に関与する臨床データとの関連性を調べた。スピアマ

ンの順位相関係数検定の結果，唾液中のシスタチンC量はハリメーター値（揮発性硫黄化合物量

：VSC）との間に有意な逆相関（相関係数-0.53, p<0.05）を認め，特にガスクロマトグラフィー

にて測定したメチルメルカプタン量との間の逆相関（相関係数-0.48, p<0.05）が確認された。一

方，２名の生理的口臭患者に対してブラッシング指導，PMTCなどを行い，介入前後の唾液検体

を採取して口臭産生の基質となる含硫黄アミノ酸量の変化を調べた。その結果，口臭の改善した

２名ともcystine量に大きな変化は認められなかったが，１名は介入後のmethionine（Met）量が大

きく減少した。メチルメルカプタンはMetから産生されることや唾液中のシスタチンCが口臭産

生抑制に深く関与することから，これらの結果は唾液中のMet測定およびシスタチンC測定が口

臭症治療のバイオマーカーとなる可能性を示唆するものである。 
また，カナダ・ラバル大学より供与を受けた高分子クランベリー抽出物を用いてP.g.およびF.n.

の産生する硫化水素およびメチルメルカプタン産生量への影響を調べた。それぞれの口臭関連細

菌培養液に抽出物を添加した結果，P.g.の産生するメチルメルカプタン産生を部分的に抑制する

傾向が認められ，クランベリーの口臭ケアへの応用の可能性が見い出された。 
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１． 研究開始当初の背景： 

近年，「口臭が気になる」とのことで徳島
大学病院歯科部門を受診する患者が増加し
ている。我々は以前の研究において，舌苔沈
着と揮発性硫黄化合物(VSC)産生との関連性
を報告した１）。現在，舌苔などにおける VSC
の産生過程は次のように考えられている。口
腔細菌由来の蛋白分解酵素が作用して脱落
上皮細胞や血球成分などを含硫黄タンパク
質まで低分子化，続いてシステインやメチオ
ニンまで分解する。さらに口腔細菌はこれら
を利用して硫化水素やメチルメルカプタン
を産生する。しかし，VSC 検出のない健常人
と比較して，臨床的に口腔細菌の関与だけで
説明できない口臭の認められる者(真性口臭
症患者)も存在する。一方，シスタチン C は
唾液中に認められるシステインプロテアー
ゼ阻害物質であり，歯周病原性細菌の酵素活
性を阻害することが知られている。口臭関連
酵素に対する阻害物質の関与と VSC 産生に
関する研究は未だ十分とは言えず，こうした
視点からもメカニズムの解明が求められて
いる。 

 
２． 研究の目的： 
本研究では，生理的口臭患者を含む真性口
臭症患者の口臭生成機序を詳細に解明する
目的から，まず，その背景となる生活環境要
因に着目して統計解析を行った。また，口臭
患者の唾液を検体として，研究を進め，口臭
抑制効果を検討する成分に関しては，まず，
唾液中に存在する内在性成分として，シスタ
チン C 量を測定した。これと患者の VSC（硫
化水素，メチルメルカプタン）量，舌苔沈着
量，リアルタイム PCR を用いた口腔細菌量な
どとの関連性を統計学的に解析した。 
また，主な口臭原因物質と考えられている

VSC の中間産物である含硫黄アミノ酸
（cystine，methionine）については，介入研究
を中心に，唾液中アミノ酸量の変化を分析し
た。また，高分子クランベリー抽出物の口臭
抑制効果測定の実験系を確立し，その効果を
検証した。 

 
３． 研究の方法： 

研究対象者に対する説明と口臭測定は下
記の要領にて実施した。徳島大学病院口臭外
来を受診し，口臭検査を希望した患者に対し
て，口腔診査と官能検査およびハリメーター

による VSC 量，ガスクロマトグラフィーによ
る硫化水素量，メチルメルカプタン量測定に
より国際口臭分類２）に基づく診断を行った。
生理的口臭症患者を含む真性口臭患者を対
象者とし，同患者への研究説明と文書による
同意を得た。 

 
舌苔沈着量は下記の小島の分類３）を用いた。 

第１度：1/3 程度の薄い舌苔 
（舌苔なしを含む） 

第２度：2/3 程度の薄い舌苔， 
もしくは１/3 程度の厚い舌苔 

第３度：2/3 程度以上の薄い舌苔， 
もしくは 2/3 程度の厚い舌苔 

第４度：2/3 程度以上の厚い舌苔 
 
 
 
 
 
 
 

 
唾液および舌苔検体は採取後，調製・分注

し，超低温槽にて-80℃にて保管した。唾液検
体・舌苔中の口臭関連細菌，Porphyromonas 
gingivalis (P.g.)およびFusobacterium nucleatum 
(F.n.)の定量分析は Yokoyama ら４）の手法に
よりリアルタイム PCR 解析システムを用い
て行い，アミノ酸分析は外注した（株式会社
エーシーバイオテクノロジーズ，横浜市）。
シ ス タ チ ン C 量 は そ の 特 異 抗 体
（ RD181009220, BioVendor Laboratory 
Medicine， Inc.，New Orleans, USA）および
ヒ ト ・ ス タ チ ン C  （ RD172009100, 
BioVendor ） を 用 い た Western 
immunoblotting により，唾液中の含有量を
測定（半定量化）した。 
上記で得られた個人のデータ（口臭症分類，

官能検査結果，各 VSC 測定量，舌苔スコア，
歯周疾患パラメーター，唾液中アミノ酸量，
各種口腔細菌数，シスタチン量）は SPSS 
ver15.0 を用いた統計解析に使用した。 

一方，クランベリーはかつてより民間療法
として､尿路感染予防に効果のある食品とし
て用いられてきた。そこで､今回､研究協力者
のカナダ・ラバル大学 Grenier 教授より供与
を受けた高分子クランベリー抽出物５）を用い
て，口臭関連細菌の VSC 産生に対する影響



を検証した。具体的には，early stationary 
phase まで培養した細菌液（50μl）を Brain 
Heart Infusion broth（5ml）に接種し，これ
に 70%アルコール中に溶解した高分子クラ
ンベリー抽出物（0.5mg）を添加して密閉バ
イアルビン内で培養した。その後，気相から
ガスタイトシリンジを用いて産生ガスを採
取し，ガスクロマトグラフィーにて調べた。 
また，本研究に同意の得られたボランテテ

ィア 5 名（20 歳～47 歳）に市販のクランベ
リーゼリー（クランベリーUR ゼリー85g，日
清サイエンス株式会社，横浜市）を 3 日間，
計 765g 食間に摂取してもらい，ガスクロマ
トグラフィーによる変化および Dentocult 
SM・LB を用いて口腔細菌に対する影響を検
査した。 

尚，本研究における臨床研究部分は徳島大
学病院臨床研究倫理審査委員会の承認を得
た（承認番号 218）。 

 
４． 研究成果 
１）舌苔と口臭との関連性 
18-59 歳の 244 名の対象者（男性 64 名：女

性 180 名）について，生活習慣や舌苔沈着量
と口臭との関連性を調べた。表 1 のように舌
苔スコアは口臭の存在と統計学的に有意な
関連性を示した。一方，データは示していな
いが，第 2 度以上（中等度以上）の舌苔沈着
の認められる患者で，自分の舌苔の存在を認
識している者は半数以下であり，舌苔を認識
していても舌清掃を行っていない者が 40%
以上（42 名/102 名）存在した（表 2）。 
 
表 1 口臭症患者の分類と舌苔沈着との関連性 
 1 度 2 度 3 度 4 度 計 
真性口臭症 13 40 58 42 153 
心因性口臭症 24 29 34 4  91 
 計 37 69 92 46 244 
χ2 検定にて p＜0.01             （人） 
 
表 2 舌苔沈着の認識と舌清掃習慣との関連性 
舌苔沈着

の認識 
舌清掃習慣  

あり なし 計 
あり 60 42 102 
なし 35 90 125 
計 95 132 227 

舌清掃習慣の明らかでない者（17 名）を除く （人） 
 

２）口臭生成に関連する生活環境要因 
喫煙習慣との関連性において興味深い結

果が得られた。データは示していないが，喫
煙者の徳島大学病院口臭外来を受診した者
の割合は，男女とも全国調査値の喫煙者割合
の半数以下であり，喫煙者は自分の口臭が認
識できていない可能性が示唆された。また，
真性口臭症患者では喫煙経験（ブリンクマン
指数）が舌苔形成と有意な関連性を示した

（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 ブリンクマン指数と舌苔との関連性 
 
３）内在性口臭抑制物質の検索 
生理的口臭を含む真性口臭症患者（18 名, 

平均 48.4 歳）から得られた唾液検体を用い，
シ ス タ チ ン C の 存 在 を Western 
immunoblotting 法にて，半定量的に測定し
た。その結果，±：6 名，＋：6 名，++：6 名
であった（図 2）。これと口臭検査結果とをあ
わせ，スピアマンの順位相関係数検定を行っ
た結果，唾液中のシスタチン C 量はハリメー
ター値（揮発性硫黄化合物量：VSC）との間
に有意な逆相関（相関係数-0.53, p<0.05）を認
め，特にガスクロマトグラフィーにて測定し
たメチルメルカプタン量との間の逆相関（相
関係数-0.48, p<0.05）が確認された。 

 
 

 
図 2 唾液中に存在するシスタチン C の測
定：CBB；唾液タンパク質（3μg/lane）の
SDS-PAGE およびクーマシー・ブリリアント
ブルー染色，WIB:シスタチン C 特異抗体を用
いた Western immunoblotting の結果，矢印は
シスタチン C (13 kDa)を示す，レーン M：分
子量マーカー  (250kDa, 150kDa, 100kDa, 
75kDa, 50kDa, 37kDa, 25kDa, 20kDa, 15kDa, 
10kDa) レーン 1～18：真性口臭症患者からの
唾液検体，C：ヒト・シスタチン C 
 
一方，表 3 に示す項目について，シスタチ

ン C 量との関連を調べるため，シスタチン C
量の少ない群（±または＋：12 名）と多い群



（++：6 名）に分けて Mann-Whitney U 検定に
より分析した。その結果，唾液中あるいは舌
苔中のの総細菌数，P.g.菌数比率，F.n.菌数比
率との関連性は特に認められなかった。しか
し，ハリメーター値，硫化水素値およびメチ
ルメルカプタン値において，シスタチン C 量
の少ない群と多い群との間に有意な差が認
められた。これらの結果から，真性口臭患者
において唾液中のシスタチンC量が多い者ほ
ど，揮発性硫黄化合物量の産生量が少ないこ
とが明らかとなった。 

 
表 3 

 
軽症腎機能障害において，血清中のシスタ

チン C 量 は感度良く上昇するため，早期診
断スクリーニング，モニタリング目的の検査
の両方に有用性が高いことが示唆されてい
る。唾液中に分泌されるシスタチン C 量が
一定であると仮定すると，口臭症の患者の口

腔内に存在するシステインプロテアーゼの
酵素－同酵素阻害剤反応においてシスタチ
ン C は消費され，検出量が減少していること
も想像される。更なる VSC などの口臭物質
産生メカニズムの解明が必要であるが，上記
仮説が証明されれば，口臭診断の唾液検査と
してシスタチン C 量を測定する意義や，治療
の効果をモンタリングするバイオマーカー
としての役割も生まれると考えられる。 

 
４）生理的口臭に関与する唾液中アミノ酸の
解析 

徳島大学病院口臭外来にて「生理的口臭
症」と診断され，舌清掃を含めたプラークコ
ントロールの改善のための歯科保健指導と
PMTC を含めた治療により，口臭の改善した
２名を対象として治療前後での唾液中に存
在するアミノ酸量の変化を分析した。 
 
表 4-1 患者①（男性 36 歳） 
 初診時 介入後 
官能検査 4 1 
ハリメーター 273 ppb 31 ppb 
H2S 143.7 ppb 0 ppb 
CH3SH 20 .0 ppb 0 ppb 
舌苔沈着 2/3 厚い 1/3 薄い 
 
表 4-2 患者② （女性 38 歳） 
 初診時 介入後 
官能検査 2 1 
ハリメーター 179ppb 36 ppb 
H2S 153.4ppb 0 ppb 
CH3SH 14.9ppb 0 ppb 
舌苔沈着 2/3 厚い 1/3 薄い 
 
 

患者①       患者②      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 生理的口臭患者の介入前後のアミノ酸
分析の変化（分析された総アミノ酸 1000 残
基とする，赤：治療前、青：治療後） 

 シスタチン C 平均値 標準偏差 
Mann-
Whitney 
U 検定

年齢 
±, + 49.0  10.4 0.616 
++ 47.2  9.6 

現在歯数 
±, + 27.0  3.1 0.213 
++ 24.8  3.1   

4mm 以上の
PD の部位数 

±, + 10.9  7.2 0.964 
++ 9.2  3.5 

5mm 以上の
PD の部位数 

±, + 3.6  6.6 0.964 
++ 1.5  1.5   

BOP 陽性の
比率 

±, + 45.8  31.5 0.964 
++ 40.4  27.1 

唾液中総細
菌数(/ml) 

±, + 1.91E+08 2.38E+08 0.385 
++ 2.90E+08 3.13E+08   

唾液中 P.g.
菌数比率(%) 

±, + 0.070  0.149 0.682 
++ 0.025  0.032 

唾液中 F.n.
菌数比率(%) 

±, + 1.930  2.006 0.820 
++ 1.924  1.560   

舌苔中総細
菌数(/mg) 

±, + 2.20E+08 2.60E+08 0.553 
++ 1.55E+08 1.59E+08 

舌苔中 P.g.
菌数比率(%) 

±, + 0.026  0.041 0.682 
++ 0.007  0.011   

舌苔中 F.n.
菌数比率(%) 

±, + 3.263  3.235 0.213 
++ 1.425  1.349 

ブリンクマ
ン指数 

±, + 136  238 0.750 
++ 70  162   

舌苔スコア 
±, + 2.7  0.7 0.385 
++ 2.0  1.3 

ハリメータ
ー値 

±, + 283 139 0.041 
++ 130 86   

H2S 値 
±, + 337  814 0.018 
++ 32  55 

CH3SH 値 
±, + 88  175 0.002 
++ 9  6   

官能検査 
±, + 2.7  0.7 0.964 
++ 2.7  0.8 

CMI 
±, + 1.9  1.1 0.220 
++ 1.2  0.4   



図 3 に示すように，口臭の改善した 2 名の
患者のアミノ酸分析を行った結果，両者とも
cystine（Cys）量に大きな変化は認められなか
ったが，１名は介入後の methionine（Met）量
が 16 pmol から 2 pmol へと大きく減少した。 
 
５）クランベリー成分の口臭抑制効果 

口臭産生細菌として，P. gingivalis ATCC 
33277 および F. nucleatum ATCC 23726 を用い
て実験を行った。その結果，F.n 菌ではクラ
ンベリー成分による明らかな口臭産生阻害
は確認できなかったが，P.g.菌では阻害傾向
が確認された。VSC 成分のうち､P.g.の産生す
るメチルメルカプタン産生を約 20%程度、部
分的に抑制した（表 5）。  

 
表 5 クランベリー成分の VSC 産生抑制 

 H2S CH3SH 
コントロール 2675 ppb 1926 ppb 
クランベリー添加 2632 ppb 

(98.4%) 
1592 ppb 
(82.7%) 

（ ）はコントロールに対する割合を示す。 
  

クランベリーゼリー摂取による 5 名（A～
E）の口腔内環境の変化を調べた結果を表 6
に示す。摂取により Dentocult SM・LB の結
果に大きな変化は認められなかった。ガスク
ロマトグラフィーの検査では，VSC の認めら
れた 2 名は摂取後に VSC は消失したが，介
入前に VSC の認められなかった 1 名は逆に
H2S が検出されたため，口臭への明らかな影
響は判断できなかった。 

 
表 6 クランベリーゼリー摂取前後の変化 
検査法 介

入 
Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ

Dentocult 
SM 

前 1 2 0 1 2
後 2 2 0 1 2

Dentocult 
LB 

前 103 0 0 103 103

後 104 0 0 103 103

GC 
（H2S） 

前 116ppb 0 0 76ppb 0
後 0 0 7ppb 0 0

GC 
（CH3SH） 

前 16ppb 0 0 0 0
後 0 0 0 0 0

GC:ガスクロマトグラフィー 
 
６）まとめ 
上記１）～５）の結果をまとめると，舌苔

沈着は口臭発生に深く関与することが確認
さた。VSC 産生要因として唾液中の Met は､
口臭状態を判断するバイオマーカーとして
注目できるかもしれない。一方，唾液中のシ
スタチンCは内在性の口臭抑制物質として関
連する可能性が示唆された。シスタチン C も
また，口臭診断や治療の効果をモンタリング
するバイオマーカーとなる可能性を有する。
しかし，両者とも口臭産生及び阻害メカニズ

ムのどのような点に作用するのか不明なた
め，今後の更なる探求が必要である。 

また，クランベリー成分については，口臭
産生細菌に部分的に作用することで，口臭抑
制に働く可能性も否定できないが，これも追
加実験が必要である。 
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